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1. INTRODUGAO

O melanoma é um tumor maligno que surge de células pigmentares, os
melandcitos, que podem ter origem de superficies cutaneas e mucosas (YDE et
al., 2018). Neste sentido, os melanomas de mucosa oral sdo um tipo de tumor
raro e agressivo que corresponde a 0,2% a 8,0% de todos os melanomas (NISI et
al., 2021). Comparados aos melanomas cutineos, os melanomas de mucosa
apresentam caracteristicas mais agressivas, incluindo estagios avancgados de
estadiamento tumor-nodal-metastase (TNM) no momento do diagnéstico, alta taxa
de crescimento e alto potencial metastatico (MAO et al., 2021). O Brasil apresenta
a maior taxa de incidéncia da América do Sul, de 3,6 casos por 100 mil
habitantes, e a segunda maior taxa de mortalidade, de 1,5 morte por 100 mil
habitantes (INCA, 2022).

Em comparagdo, o melanoma oral canino compartilha o mesmo curso
clinico mortal e tratamento do que o melanoma oral humano. Os caes podem
naturalmente desenvolver cancer e assim mimetizar de modo mais equivalente,
do que camundongos, o inicio e a progressao do tumor. Ainda, a partir de analises
comparativas de genomas entre humano-cdes foram identificados genes
clinicamente relevantes associados a progressao metastatica (PALMA et al.,
2021). Ademais, caes compartilham o mesmo ambiente que humanos, portanto
além de semelhangas genéticas encontram-se paralelos influenciados pelo meio
que ambos se encontram, tornando o cancer, uma doenga multifatorial, com um
modelo de alta semelhancga biologica.

Assim sendo, ainda nao existe tratamento efetivo para melanoma oral
metastatico para humanos, tampouco para cachorros (PALMA et al., 2021).
Obstante, para humanos, € comumente baseada na excisédo cirurgica do tumor
primario, complementada pela radioterapia, com quimioterapia e imunoterapia
atuando como complementos (BOULAADAS et al., 2007). Em contrapartida,
avancos em imunoterapias tém oferecido abordagens terapéuticas promissoras
para pacientes com melanoma de mucosa avangado (MAO et al., 2021).

Desenvolvido inicialmente para vacinagdo contra a tuberculose, o Bacillus
Calmette-Guerin (BCG) é uma cepa de Mycobacterium bovis que foi atenuada in
vitro ao longo de 13 anos (OLIVEIRA et al., 2017). Atualmente, cepas de BCG
selvagem e recombinantes s&o usadas em combinacdo com agentes
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quimioterapéuticos e imunoterapéuticos para potencializar a resposta imune e a
regressao tumoral (STEWART et al., 2011). O BCG ja tem sido usado como
agente imunoterapéutico padrdo para o carcinoma urotelial de superficie
(BENETEZ et al., 2019), e ainda possui resultado promissores para neoplasias,
como leucemia, cancer de pulmé&o e melanoma cutédneo (CARDILLO et.al., 2021).

Desse modo, o objetivo desse estudo foi realizar uma analise in vitro sobre
a capacidade de internalizacdo do BCG em células de melanoma oral canino
utilizando como ferramenta para visualizagdo o microscépio confocal de varredura
a laser.

2. METODOLOGIA
2.1. Cultivo Celular

A linhagem celular de melanoma oral canino - CMDGS5 - foi cultivada em
meio Dulbecco’s modified Eagle’s media (DMEM) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). O cultivo celular foi mantido em incubadora umidificada em
condigdes controladas de 37 °C e 5% de CO.,. Foi utilizada para a semeadura das
células uma placa de 12 pogos, em que 24 horas previamente ao plagueamento
foi assentada uma laminula circular de vidro ao fundo da placa. A fim de aumentar
a adeséao das células a laminula, a mesma foi tratada com Poli-L-Lisina 0,01%. A
semeadura ocorreu em densidade de 1x10° células por pogo e foi mantida em
estufa por 24 horas para crescimento em monocamada.

2.2. Cultivo de Bacillus Calmette-Guerin - BCG

A cepa de BCG recombinante expressando a proteina verde fluorescente
(BCG-GFP) foi cedido pelo Laboratério de Vacinologia da Universidade Federal
de Pelotas e cultivado em Middlebrook 7H9 Broth suplementado por OADC,
Tween 20 a 80% e antibidtico canamicina. O cultivo foi mantido em estufa a 37 °C
em torno de 4 a 5 dias, até que o cultivo chegasse em densidade 6ptica de 0.6 a
0.8, indicando a fase exponencial de crescimento da bactéria.

2.3. Sensibilizagao de célula de melanoma oral canino com BCG

Apos as 24 horas de plaqueamento das células cancerigenas e a
densidade optica do BCG alcangar valores entre entre 0.6 e 0.8, o cultivo de
Bacillus Calmette-Guerin foi colocado em contato ao cultivo de células na
concentragédo de 1.000 bactérias para cada célula e incubada overnight a 37 °C e
5% de CO,.

2.4. Fixagao celular em laminula e utilizagao de corantes celulares

O cultivo celular sensibilizado pelo cultivo de BCG foi fixado com
Formaldeido 3,7% e Triton X-100, posteriormente as células passaram por
lavagens com PBS 1x e foram submetidas a corantes fluorescentes, portanto todo
o procedimento foi feito sem a exposicdo de Iluz. Foram utilizados
4' 6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI) para a coloragdo azul do nucleo da célula e
Texas Red para a coloragado vermelha do citoesqueleto da célula, ambos corantes
foram obtidos pela Life Technologies e utilizados conforme o protocolo do
fabricante.

2.5. Configuragcao do microscépio confocal de varredura a laser.

Para observacdo da internalizacdo, foi usado microscopio confocal de
varredura a laser Leica TCS SP8 em aumento de 100x. O escaneamento foi
realizado usando os lasers 405 nm, 488 nm e 552 nm para visualizacdo da
fluorescéncia de DAPI, GFP e Texas Red, respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Figura 1: Imagem obtida por microscopia confocal de células da linhagem
CMGDS5 tratadas com BCG-GFP. Em azul, vermelho e verde, fluorescéncia do
nucleo corado com DAPI, do citoesqueleto com Texas Red e de rBCG
expressando GFP, respectivamente.

A partir da analise das imagens geradas em microscopia confocal, foi
possivel observar a internalizacdo do BCG-GFP na célula CMGD5, conforme
demonstrado na Figura 1. A fim de preservar futuras publicagdes do grupo, as
imagens em diferentes planos, que confirmam a internalizag&o, serdo mostradas
somente na apresentacao oral. Ainda vale ressaltar que a GFP é conhecida como
um gene da proteina verde fluorescente que provém da espécie de agua-viva
Aequorea victoria. Esse gene pode ser introduzido, a partir de engenharia
genética, em Micobactérias e ainda fluorescer na cor verde em luzes de no
maximo 510 nm (KREMER, et al, 1995).

Embora intensamente estudado, ainda ndo esta claro por quais
mecanismos especificos o BCG permeia a imunidade tumoral. Portanto, o BCG
tem sido usado como estimulante imunolégico inespecifico (BENITEZ et al. 2019),
onde o que sabe-se € que o efeito antitumoral € mediado pela ativacdo do
sistema imunoldgico local e sistémico e subsequente uma resposta inflamatdria,
podendo atuar na modulagdo do microambiente tumoral (LARSEN et al., 2019).

Nessa perspectiva, a internalizagcdo do BCG ativa diversas rotas
metabdlicas a partir do Toll-like receptor 2 (TLR2) e Toll-like receptor 4 (TLR4),
tais como interleucinas 1, 2, 6, 8 e 12, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
Interferon-gama (IFN-y) que consequentemente levam a uma resposta do sistema
imunoldgico inato e adaptativo. Ainda, os TLR2 e TLR4 sdo responsaveis pela
secrecao do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL) que é um
contribuinte para apoptose em células cancerigenas (LARSEN et al., 2019).

Conforme recomendado nas National Comprehensive Cancer Network
Guidelines (NCCN), a imunoterapia intralesional do BCG (IL-BCG) é uma opgao
de tratamento altamente eficiente e econdmica para melanoma intransitério em
estagio Il inoperavel (KREMENOVI, et al., 2020). Ainda, KREMENOVI et al.
(2020), menciona que IL-BCG demonstrou grande eficacia na regressdo de
lesbes de melanoma metastatico, por conseguinte mesmo que tais dados séo
referentes a melanomas cutaneos, compreende-se um forte e importante indicio
que melanomas de mucosa, devido a sua origem similar, possuem agao
semelhante.

Portanto, a avaliagédo in vitro da internalizagdo do BCG em células de
melanoma oral canino, um modelo biolégico com um alto grau de semelhanga
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genética com humanos, se torna um passo significativamente importante para
avancos na imunoterapia com BCG em melanomas de mucosa oral, além de uma
melhor compreensdo do mecanismo de acdo do BCG e sua otimizacdo para
melhores respostas imunoldgicas antitumorais.

4. CONCLUSOES
Tendo em vista os resultados obtidos, pode-se concluir que as células de
melanoma oral canino possuem potencial para a internalizacdo de BCG, criando
uma nova perspectiva de tratamento para esse tipo de cancer. Contudo, demais
estudos devem ser feitos a fim de compreender de modo mais completo o
mecanismo da internalizacao e seus beneficios.
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